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図5．架橋アミノ酸（デスモシン）の測定
　（A）ARPE－19細胞にBTE↓｝二段）またはHTE（ド段）をそ
　　　れぞれ20μg／mlの濃度で処理し8日閲培養し、シャーレ
　　　中に含まれるデスモシン（pmol　D）鮭を測定した　シャー
　　　レ内に存在する全タンパク6｛：（mgP）に対するデスモ
　　　シン壌の割合をグラフ化した
　（B｝ARPE49細胞にHTEを20μg／mlぴ）濃度で処理し2－12日
　　　問目で｛A）と同様の処理を行い、全タンパクld：に対す
　　　るデスモシン量の割合を示した
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図7．β一APNによるエラスチン繊維構築の阻害
　　β一アミノプロピオニトリル（β一APN｝を20μg／mlの濃
　　度のBTEを同時にARPE－19細胞に処理し、蛍光免疫染色
　　（A｝及びデスモシン0）定量（B）を行った「
611後に遅れて増加したことから、リジルオキシダーゼ
によるエラスチン繊維の架橋形成はこの繊維構築後期に
行われていることが示唆された。またARPE－19にリジ
ルオキシダーゼの阻害剤であるβ一アミノプロピオニト
リル（β一APN）9．をトロポエラスチンと同時処理するこ
とにより、トロポエラスチンの繊維化をm害することか
らトロポエラスチンはリジルオキシダーゼの酸化的脱ア
ミノ化を受けデスモシンを形成していることが確認され
た（図7）。またβ一APNを処理することにより蛍光免疫
染色でトロポエラスチンの繊維も確認できなかった、、こ
れらのことからリジルオキシダーゼがトロポエラスチン
とマイクロフィブリルとの結合にも関与しているII∫能性
が考えられた、
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図6．ELISAによるエラスチン繊維の’P定i6：
　　96穴プレートの播種したARPE49にBTE（ヒ段）、また
　　はHTE（ド段）を20μg／m1の濃度で処理し811間培養後、
　　特異的抗体を用い反応させ発色試薬を川いて吸光度を測
　　定した
6．エラスチン繊維の生化学的検討
　構築された繊維をRIPA　buf丘rを用い抽出し、トロポ
エラスチン特異的抗体を用いたwestern　blot　assayを
行ったところ3つのバンドを確認した（図8）。最も巨人
な分r（arrow）はDTTによる還元条件ドでも検出され
たのに対し、濃縮ゲルと分離ゲルの問に検出された分子
（arrow　head）は、還元条件ドで完全に消失した．さら
にβ一APN処理により1而バンドは減少し、剃1｛：体の分子
il｛：である68　kDaのバンドが増加した．このことから
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図8．エラスチン繊維の生化学的検討
　　ARPE－19細胞に20μg／mlの濃度のBTEをβ一APN存在下、
　　非存在下で処理し構築させた繊維をRIPAバッファーを用
　　い採取し、トロポエラスチン特異的抗体を用いたwestern
　　blot　assayを行った。
arrowは、成熟したエラスチン繊維のバンドであり、
arrow　headはマイクロフィブリルに沈着しジスルフィ
ド結合を介し複合体を形成したトロポエラスチンである
ことが推測された。
おわりに
　トランスジェニクマウスやエラスチンノックアウトマ
ウスを用いたin　vivoにおけるエラスチン繊維の生理的
意義の解明を目的とした研究が昨今主流となってきたが、
分子レベルにおけるエラスチン繊維構築に関してはほと
んど解明されておらず未だその詳細な機構は不明である。
エラスチンは、オルタネイティブスプライシングを受け
ることでその分子の多様性を持つことが知られてお
り21122［、さらに先天性エラスチン遺伝子異常疾患はヘテ
ロな遺伝子異常であることが知られている1U21。このこ
とは正常時または病態時でも種々のアイソフォームのト
ロポエラスチンが一定の割合で存在していることを示唆
している。私が確立した」η励roエラスチン繊維再構築
モデルではエラスチン繊維構築に重要な領域を探索する
ことが可能なだけでなく、一定量のトロポエラスチンが
構築したエラスチン繊維を比較定量することが可能であ
り、種々のトロポエラスチンアイソフォームが存在する
状態を再現でき、それらが構築するエラスチン繊維を解
析することが可能である。近年増えつつある慢性閉塞性
肺疾患（COPD）や肺気腫、動脈硬化、動脈瘤などの病
変は、エラスチン繊維の分解が重要な要因であることが
知られている23’26）。しかし、現在までエラスチン繊維の
分解を研究した報告はないため今後の検討として、本モ
デルを用い構築したエラスチン繊維を様々な分解酵素に
より分解し、エラスチン繊維のみの分解を解析すること
で、COPDなどのエラスチン繊維の分解が要因となる疾
患の解明や治療に応用できると考えられる。
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　　　We　developed　an仇u‘彦ro　model　of　elastic丘ber　as8embly　that　provides　a　comparison　of　the　e伍ciency　of　diHbrent
tropoelastin　molecules　to　organize　into丘bers．　We　con丘㎝ed　that　ARPE－19　cells　express丘brillin－containing　micro丘brils　and
lysyl　oxidase，　but　they　do　not　express　tropoelastin．　The　quantity　of　cross－linking　amino　acids　and　mat亘x　associated
tropoelastin　also　increased　together　with　the　matrix－associated　elastin．　Moreover，　the　analysis　of　a　radioimmunoprecipitation
assay（RIPA）buHbr－soluble　f士action　indicated　that　tropoelastin　interacted　with　micro丘brils　and　cross－linked　elastin　was　de－
tected　as　super　molecular　complex．　These　observations　indicated　that　this　iηujぴo　model　is　especially　use負11　fbr　the　analysis
of　mechanisms　of　elastic　fiber　fbrmation．
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